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 Vibriosis merupakan masalah penting yang mengakibatkan kematian utama pada ikan 
kerapu  tikus (Cromileptes altivelis) dan merupakan infeksi primer. Faktor virulensi bakteri 
vibrio diantaranya adalah protein vili, merupakan protein adhesi bakteri didasarkan pada uji 
hemaglutinasi terhadap sel eritrosit ikan kerapu tikus. Penelitian ini bertujuan 
mengkarakterisasi molekul adhesi protein vili Vibrio alginolyticus pada sel epitel ikan kerapu 
tikus sebagai protein hemaglutinin. Metode penelitian adalah eksplorasi laboratorium dengan 
mengisolasi sel epitel ikan kerapu, mengkarakterisasi reseptor dan menguji protein vili bakteri 
terhadap molekul adhesinya yaitu sel epitel ikan kerapu C. altivelis. Hasil uji protein 
hemaglutinin terhadap vili V. alginolyticus menunjukkan bahwa protein adhesi dengan berat 
molekul (BM) 38,98 kDa merupakan protein adhesi vili V. alginolyticus dan merupakan suatu 
hemaglutinin. Pola adhesin V. alginolyticus pada sel epitel kerapu tikus yang telah disalut 
dengan protein hemaglutinin vili menunjukkan pola menyebar dan lokal. Disimpulkan bahwa 
protein hemaglutinin dari vili V. alginolyticus merupakan molekul adhesin yang berperan 
terhadap proses virulensi bakteri  dan proses perlekatan bakteri pada reseptor sel epitel ikan 
kerapu tikus. 
 




 Vibriosis was a crucial problem and a primer infection causing mortality of humpback grouper. 
Virulence factor of vibrio, such as vili, is an adhesion molecule protein based on haemaglutination test to 
blood serum of humpback grouper. This research was aimed to characterize an adhesion molecule of vili 
protein of V. alginolyticus on epithelial cells of Humpback grouper as haemaglutinin protein. The 
methods are laboratory exploration by isolate epithelial cells of Humpback grouper, characterize a receptor 
and test vili protein to adhesion molecule that is epithelial cell of Humpback grouper. The result of protein 
haemaglutinin test to vili V. alginolyticus show that an adhesion molecule with a molecule weight of 
38.98 kDa is an adhesin vili V. alginolyticus and a haemaglutinin. The adhesion pattern of V. 
alginolyticus on epithelial cells of Humpback grouper exposed to protein haemaglutinin of vili show both 
diffuse and localize pattern. Research conclusion was the haemaglutinin protein of vili V. alginolyticus 
was an adhesin having a role to both virulence process of bacteria and attachment process to receptor of 
epithelial cells of Humpback grouper. 
 





Kendala utama dalam usaha 
budidaya ikan kerapu adalah tingginya 
tingkat mortalitas benih yang dibudidayakan 
yang mencapai 99%. Mortalitas ini 
diakibatkan oleh bakteri patogen antara lain 
vibriosis, yang merupakan bakteri patogen 
pada ikan budidaya dan dapat 
menyebabkan kematian ikan  lebih dari 
80%. Vibrio merupakan mikroorganisme 
atau bakteri Gram negatif yang 
menyebabkan infeksi sistemik pada ikan 
yang disebut vibriosis. Internalisasi dan 
sitotoksisitas merupakan mekanisme 
virulensi di dalam interaksi antara sel epitel 
ikan dengan vibrio. Perlekatan merupakan 
kejadian awal  untuk internalisasi, yang 
kemudian akan terjadi proses invasi ke 
dalam sel host (Wang dan Leung, 2000).  
Pengkajian terhadap sistem infeksi 
melibatkan “ikatan membran” yang 
diperankan oleh protein vili (fimbriae) 
biasanya diikuti kolonisasi dan invasi pada 
reseptor sel inang, outer membran protein 
(Omp), dan protein reseptornya. Infeksi 
mikroorganisme melibatkan beberapa 
tahap, yaitu diawali dengan perlekatan 
(attachment) pada permukaan inang yang 
dapat diikuti dengan pemasukan ke dalam 
sel host, diikuti oleh tahap invasi dan 
penyebaran lokal atau sistemik dalam 
tubuh inang, multiplikasi, yang biasanya 
terjadi kerusakan inang. Tahap terakhir 
adalah pengeluaran dari tubuh inang. 
Mulai dari tahap perlekatan hingga tahap 
perusakan inang, mikroorganisme 
menggunakan faktor virulensi antara lain 
oleh vili yang mengakibatkan mikroba 
dapat bertahan dalam tubuh inang dan 
menimbulkan kerusakan (Riani, 2004). 
Perlekatan bakteri terhadap permukaan 
mukosa atau permukaan sel eukariot 
membutuhkan dua faktor yaitu reseptor 
dan molekul adhesin. Molekul adhesin 
bakteri secara khusus merupakan suatu 
komponen makromolekul dari permukaan 
bakteri yang berinteraksi dengan reseptor 
sel hospes. Adhesin dan reseptor biasanya 
berinteraksi dalam suatu bagian 
komplemen dan sangat spesifik (Nataro et 
al., 1995). 
Mekanisme patogenesis Vibrio sp. 
pada ikan juga melibatkan reseptor yang 
terletak dalam saluran gastrointestinal (GI) 
ikan, dimana dalam tempat tersebut 
terdapat sel epitel yang  merupakan tempat 
awal terjadinya infeksi. Pada saluran 
gastrointestinal, bakteri akan menetap, 
berkolonisasi serta beramplifikasi, 
dipengaruhi oleh fungsi dan regulasi 
protein adhesi untuk tumbuh dan 
berkembang serta memproduksi metabolit 
ekstraseluler (Denkin and Nelson, 2004). 
Bakteri V. alginolyticus mempunyai efek 
kemotaksis yang kuat terhadap mukus ikan 
di dalam saluran gastrointestinal. Akibat 
efek kemotaksis tersebut, secara spesifik 
bakteri akan mengeluarkan sejumlah 
protein yang berbeda, yaitu vili, OMP, dan 
EmpA protease serta mekanisme quorum 
sensing yaitu kemampuan bakteri dalam 
mendifusi molekul signal yang disebut 
sebagai autoinducer, seperti ditunjukkan 
pada bakteri V. fischeri selama menginfeksi 
sel intestinum ikan salmon. Komponen 
faktor virulensi bakteri tersebut sangat 
berperan dalam patogenesis V. alginolyticus 
pada sel hospesnya yaitu ikan kerapu tikus 
C. altivelis. 
Reseptor inang umumnya adalah 
residu karbohidrat glikoprotein atau 
glikolipid. Pengikatan vili terhadap target 
sel inang cukup spesifik. Spesifitas ini 
penting karena ketersediaan reseptor yang 
cocok. 
Vibrio spp., menginfeksi sel inang 
dimulai dengan melalui saluran pencernaan. 
Salah satu kemampuan terpenting baktei 
patogen adalah kepastiannya untuk 
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meregulasi faktor-faktor virulensi sebagai 
respon terhadap perubahan kondisi 
lingkungan, saat  masuk dalam sel inang. 
Salah satu perubahan ekspresi gen 
dikontrol oleh sistem yang merubah 
aktivitas promotor, dan selanjutnya jumlah 
mRNA yang diproduksi menjadi berbeda. 
Beberapa sistem mekanisme meliputi 
quorum sensing dan two component  regulatory 
system. Quorum sensing adalah regulasi 
ekspresi gen sebagai respon dan fluktuasi 
densitas sel (Giri-Rahman, 2004).  
Infeksi vibrio pada ikan secara 
umum dikenal sebagai haemorrhagic 
septicaemia dengan luka yang meluas pada 
kulit, nekrosis fokal pada hati,  limpa, ginjal 
dan jaringan lain. Beberapa faktor yang 
termasuk dalam patogenesis vibriosis pada 
ikan adalah produksi haemolysis, protease, 
kapsule dan protein pengikat besi, 
keberadaannya sebagai antigen hidropobik 
permukaan dengan berat molekul 40 kDa, 
dan mempunyai kemampuan untuk 
melekat dan menginvasi (Wang et al., 1998). 
Bakteri patogen seperti beberapa 
strain vibrio diketahui melekat pada 
kolagen, fibronektin, mukus ikan dan sel 
epitel. Jalan  masuk spesies vibrio  menuju 
ikan adalah melalui saluran gastro-
intestinal, insang, dan kulit. Khusus 
mengenai  jalur vibriosis untuk masuk ke 
ikan terutama untuk perlekatan dan 
penetrasi melalui sel epitel yang  secara 
sistemik menyebar. Mekanisme perlekatan 
spesies vibrio pada sel ikan belum banyak 
diteliti, peneliti terdahulu menjelaskan 
bahwa internalisasi dan sitotoksisitas 
merupakan mekanisme virulensi dalam 
interaksi antara sel ikan–vibrio. Penelitian 
ini akan mengarah pada karakterisasi 
protein adhesi spesifik yang paling virulen 
dari protein vili vibrio pada reseptor ikan 
kerapu tikus guna memberikan informasi 
tentang manfaat penggunaan molekul 
protein adhesi dalam pencegahan penyakit 
vibriosis khususnya pada ikan kerapu tikus. 
   
 
MATERI DAN METODE  
 
Metode Kultur Vibrio  
Isolasi vibrio menggunakan media 
menurut petunjuk Ehara yaitu TCG yang 
dapat memperkaya pertumbuhan vili 
Vibrio. Media agar dibuat dalam botol 
isinya 250 ml secara miring sebanyak 100 
botol, setiap botol berisi 50 ml agar. 
Selanjutnya dilakukan identifikasi bakteri 
dilakukan berdasarkan morfologi koloni, 
sifat gram, motilitas dan sel bakteri serta 
pengujian biokimia menurut Bergey’s 
Manual of Determinative Bacteriology.  
 
Metode Isolasi Vili Vibrio 
 Penelitian isolasi vili vibrio 
dikerjakan dengan merujuk dari Ehara et al. 
(1989). Vili dipanen dari 50 botol biakan 
bakteri. Hasil koleksi bakteri ditambahkan 
tris chlor acetic acid (TCA) sampai 
konsentrasinya 3%. Setelah dikocok rata 
maka diletakkan pada suhu kamar selama 
satu jam dan disentrifugasi 6.000 rpm 
selama 30 menit pada suhu 40 C. Pelet 
diambil dan diresuspensi dengan cairan 
PBS pH 7,4 dan bakteri dicukur dengan 
menggunakan omnimixer dengan kecepatan 
penuh selama 1 menit diulang sampai 5 
kali. Hasilnya dilakukan sentrifugasi 
selama 30 menit kecepatan 12.000 rpm suhu 
40 C selama 30 menit. Hasil potongan vili 
pada bagian supernatan diambil dan siap 
untuk elektroforesis SDS-PAGE. 
 
Metode Isolasi Protein Hemaglutinin Vili 
Vibrio 
 Petunjuk penelitian seperti dilakukan 
oleh Ehara et al. (1989) dengan modifikasi. 
Hasil koleksi vili dilakukan isolasi protein 
vili dilanjutkan dengan SDS-PAGE. Gel 
Uun Yanuhar 
 99 
dipotong lurus pada bobot molekul yang 
diinginkan dan potongan pita tersebut siap 
untuk elektroelusi menggunakan alat 
elektroforesis. Hasil elektroelusi didialisa 
selama 2 x 24 jam, dan cairan dialisat dari 
protein vili digunakan untuk uji 
hemaglutinasi. 
 
Metode Uji Hemaglutinasi 
 Uji hemaglutinasi menurut petunjuk 
Hanne dan Finkelstein (1982). Pengenceran 
sampel dibuat konsentrasi 0,5 pada 
microplant V tiap sumur volumenya 50 μl. 
Tiap sumur ditambahkan darah ikan dan 
sampel vili dengan konsentrasi 0,5% 
dengan volume sama, digoyang dengan 
rotator plate selama 1 menit dan ditaruh 
pada suhu kamar ±1 jam. Besarnya titer 
ditentukan berdasarkan aglutinasi darah 
merah pada pengenceran yang terendah.  
 
Metode Isolasi Enterosit Ikan Kerapu  
Isolasi enterocytes menggunakan cara 
Weisler. Jaringan usus halus diambil dari 
jaringan usus halus ikan dan dipisahkan 
dari jaringan usus dan dipotong ukuran 5 
cm. Lumen usus dibuka dengan cara 
memotong melintang, dibersihkan dengan 
cairan PBS berisi dithiothreithol 1 mM. 
Jaringan selanjutnya dimasukkan cairan 
yang mengandung 1,5 mM KCl, 9,6 mM 
NaCl, 2,7 mM Na-citrat, 8mM KH2PO4 dan 
5,6 mM Na2HPO4 dalam penangas air suhu 
370 C selama 20 menit. Cairan dibuang dan 
diganti cairan PBS yang mengandung 1,5 
mM EDTA dan 0,5 mM dithiothreitol, 
digoyang kuat selama 20 menit suhu 370 C. 
Cairan dibuang dan jaringan usus dicuci 
dengan PBS serta disentrifugasi 1.500 rpm 
selama 5 menit pada suhu 40 C. Pencucian 
dilakukan 3 kali, dan sel enterosit  ikan 
yang terisolasi dicat dengan Giemsa. 
 
Metode Deteksi Protein Adhesi Vibrio 
dan Protein Reseptornya pada Sel Enterosit 
 Cara yang digunakan sama seperti 
pada prosedur isolasi protein dengan 
modifikasi dari Ehara (1989). Sel bakteri 
yang telah ditumbuhkan  diambil dan 
bakteri dicuci dengan PBS dengan 
sentrifugasi 6.000 rpm, suhu 40 C selama 5 
menit. Endapan disuspensikan dengan 
suspensi protein membran sel epitel usus 
halus ikan konsentrasi 30 g  per ml dan 
diinkubasi pada penangas air suhu 370 C 
dan digoyang selama 20 menit. Kemudian 
dilakukan sentrifugasi 6.000 rpm, suhu 40 C 
selama 5 menit, suspensi endapan yang 
diperoleh  dilakukan SDS-PAGE.  
 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Profil Hasil Isolasi  Protein Vili 
Profil protein adhesi  yang disolasi 
dari vili  V. alginolyticus  hasil elektroforesis  







Gambar 1.   Profil bobot molekul vili         
V. alginolyticus 
 Keterangan : Lajur 1-10: gambaran pita protein 
vili dengan elektroforesis SDS-
PAGE menunjukkan bobot 
molekul  54,43; 38,98; 29,37; dan 
22,67 kDa 
 
Berdasarkan hasil elektroforesis 
diketahui bahwa vili V. alginolyticus 
mempunyai protein dengan bobot molekul 







      1     2    3     4    5     6    7     8    9   10 
 J. Ked. Hewan Vol. 2 No.1 Maret  2008 
 100
Protein Hemaglutinin Vili Bakteri V. 
alginolyticus 
Uji protein hemaglutinin dilakukan 
untuk protein vili V. alginolyticus dengan 
botot molekul paling dominan yaitu 38,98 
kDa. Hasil tes protein hemaglutinin protein 
vili dengan pemotongan secara bertingkat 
pada V. alginolyticus menunjukkan bahwa 
vili potongan pertama  mempunyai titer 
tertinggi sampai dosis pengenceran 1/64  
dari dosis sampel protein vili 50 l dalam 
eritrosit ikan kerapu (baris B kolom 8 pada 
Gambar 2). Hasil tes hemaglutinasi 
terhadap protein hemaglutinin vili V. 
alginolyticus secara bertingkat terlihat pada 
Gambar 2. 
               1   2   3    4    5   6   7    8   9   10         K 
Gambar 2. Hasil tes Hemaglutinasi  protein vili 
V. alginolyticus hasil potongan secara 
bertingkat dengan omnimixer. 
Keterangan (1,2,3,4,5,6,7,8,9,10) dosis 
pengenceran protein. (A). Whole cell 
V. alginolyticus; (B) protein vili V. 
alginolitycus potongan 1; (C). protein 
vili V. alginolyticus potongan 2; (D). 
Protein vili V. alginolyticus potongan 
3; (E). protein vili V. alginolyticus 
potongan 4. (F); Outer Membran 
protein V. alginolyticus dengan NOG 
0,5 %; (G) pelet  V. alginolyticus;(H) 
tanpa sampel protein vili  
 
 
Sel Epitel Ikan  
Hasil isolasi sel epitelial ikan kerapu 
tikus pada jaringan usus ikan kerapu 




   
               A.      B. 
Gambar 3. Gambar sel epitel dan jaringan 
intestinum ikan kerapu tikus 
Keterangan: A dan B gambar sel epitel ikan 
kerapu tikus dengan cat 
 
Perlekatan V. algynolyticus pada Sel Epitel 
Ikan Kerapu Tikus C.  altivelis 
 Gambaran perlekatan V. alginolyticus 
pada sel epitel ditunjukkan pada Gambar 4, 
dengan 2 pola perlekatan yaitu pola 
menyebar (diffuse) dan pola lokal. 
      
     A.       B 
Gambar 4. Sel Epitel Ikan Kerapu dengan 
Adhesi V. alginolyticus. 
Keterangan: A. Adhesi koloni V. alginolyticus 
pada sel ikan epitel ikan kerapu tikus,   
pola diffuse. B. Adhesi V. alginolyticus 
pada sel epitel tikus, pola lokal.  
Perlekatan bakteri  terhadap sel 
epitel inang (reseptor ikan kerapu) 
merupakan tahap awal proses infeksi.  
Karakteristik protein hemaglutinin vili V. 
alginolyticus pada sel epitel ikan kerapu 
dengan uji hemaglutinasi menunjukkan 
berat molekul 38,98 kDa. Protein tersebut 
merupakan protein hemaglutinin yang 
bereaksi positif terhadap eritrosit ikan 
kerapu, diduga bobot molekul protein vili 
ini merupakan protein hemaglutinin yang 
berperan pada virulensi bakteri  V. 











memainkan peran dalam  proses adhesi  
atau perlekatan V. alginolyticus pada 
permukaan sel epitel ikan kerapu tikus C. 
altivelis.  
Tortora et al. (1995) menjelaskan 
bahwa pada saat patogen masuk ke dalam 
sel inang, hampir semuanya melekat pada 
jaringan sel inang, perlekatan tersebut 
disebut sebagai adhesi atau adherence, yang 
merupakan langkah awal patogenisitas 
yaitu kemampuan bakteri untuk menimbul-
kan virulensi. Perlekatan antara patogen 
dan sel inang  diperantarai oleh molekul 
permukaan dari patogen yang disebut 
adhesin atau ligans yang mengikat secara 
spesifik pada komplemen reseptor 
permukaan  pada jaringan sel inang. 
Adhesin terletak pada glycocalyx mikroba 
atau  pada struktur permukaan mikroba, 
sebagai fimbriae (vili). 
Sejumlah bakteri menggunakan 
quorum sensing sebagai sistem untuk 
menginfeksi sel inangnya. Quorum sensing  
bakteri akan memproduksi dan melepaskan 
signal molekul yang diberi nama 
autoinduser yang jumlahnya akan 
meningkat sejalan dengan jumlah sel  yang 
makin bertambah. Pada suatu jumlah 
minimal tertentu, autoinduser ini akan  
merubah ekspresi gen. Bakteri Gram negatif 
menggunakan quorum sensing ini sebagai 
alat untuk meregulasi aktivitas biologisnya, 
termasuk virulensi, kompetensi, konjugasi, 
produksi antibiotik dan motilitasnya 
(Brogden, 2000). 
Perlekatan bakteri V. alginolyticus 
pada ikan kerapu tikus pada penelitian ini 
selain proses perlekatan yang melibatkan 
struktur bakteri diduga juga berkaitan 
dengan jumlah bakteri yang melekat pada 
sel inang yaitu sel epitel ikan kerapu. 
Jumlah perlekatan V. alginolyticus pada sel 
epitel ikan kerapu diduga menunjukkan 
pola quorum sensing, dimana jumlah 
perlekatan dan invasi vibrio tergantung 
pada jumlah dan kepadatan sel epitel ikan 
kerapu. Pola penyebaran adhesi V. 
alginolyticus memberikan pola menyebar 
(diffuse) dan beberapa diantaranya 
mengumpul membentuk susunan ber-
tumpuk (agregasi) pada sekumpulan sel 
epitel, akan tetapi pada sel epitel yang 
densitinya tidak padat. Adhesi V. 
alginolyticus menunjukkan bahwa pola 
adhesinya adalah tidak menyebar secara 
rata bahkan satu-satu bakterinya. Diduga 
bahwa salah satu penyebab banyaknya 
adhesi vibrio ini karena adanya reseptor 
ikan kerapu yang cocok untuk terjadinya 
infeksi oleh vibrio dan adanya autoinducer 
Tabel 1. Hasil uji Hemaglutinasi  dari  potongan vili  Vibrio alginolyticus secara bertingkat  




























+ + + + + + + + + - - - - 
Vili I + + + + + + + + - - - - - 
Vili II + + + + + + + + - - - - - 
Vili III + + + + + + + - - - - - - 




+ + + + + + + - - - - - - 
Pelet + + + + + + + + + - - - - 
Kontrol - - - - - - - - - - - - - 
 Keterangan:  Titer tertinggi hasil uji  hemaglutinasi  pada potongan vili I (P I) dan II (P II)  yaitu 
pengenceran hingga konsentrasi 1/128 
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dari vibrio yang diperankan oleh protein 
vili (protein hemaglutinin). Diduga proses 
adhesi pada sel epitel ikan kerapu tikus 
salah satunya diperankan oleh vili tipe IV, 
dimana vili tipe IV merupakan struktur 
yang menunjukkan homologi yang tinggi 






 Berdasarkan penelitian dapat 
disimpulkan bahwa protein hemaglutinin 
dari vili V. alginolyticus dari potongan vili 
secara bertingkat merupakan molekul 
adhesin yang berperan terhadap proses 
virulensi bakteri  dan proses adhesi bakteri 
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